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(57) Abstract 

he invention concerns a method for producing ofi -antitrypsin (ai-AT), or alleles thereof characterised in that it consists in: (i) 
introducing in the monocotyledon plant cells, a nucleic acid comprising a sequence coding for a i -antitrypsin (ai-AT) or for an allele 
thereof, the alleles being differentiated from natural human ai-AT by one or several substitution(s), deletion(s) or insertion(s) of amino 
acids, and optionally a sequence coding for a selective agent; (ii) selecting the cells having integrated the nucleic acid in stable manner; 
(in) propagating the transformed cells in culture, or regeneration of entire chimerical or transgenic plants; (iv) recuperating and optionally 
purifying the resulting cvi-antitrypsin or its alleles. 

(57) Abreg^ 

L'invention conceme un proced6 de production d'a i-antitrypsine (a i-AT), ou de variantes de celle-ci caract^rise par. i) 1' introduction 
dans des cellules vegetales monocotyl^dones, d*un acide nucldique comportant une sequence codant pour Tai-antitrypsine (ai-AT) ou 
pour urie variante de celle-ci, les variantes se differenciant de Torl-AT humaine naturelle par une ou plusieurs substitution(s) d61etion(s) 
ou msertion(s) d^acides amm6s, et eventuellement une s^uence codant pour un agent s6Iectif; ii) selection des cellules ayant int^gre de 
maniere stable l^acide nucl6ique; iii) propagation des cellules transform^es en culture, ou r6g6n6ration de plantes enti^res chimeriques ou 
transganiques; iv) recuperation et eventuellement purification de Va\ -antitrypsine ou de ses variantes, ainsi produites. 
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PROCEDE DE PRODUCTION, PAR DES CELLULES VEGETALES , 
D»ai-ANTITRYPSINE ET DE SES VARIAISPTES, ET PRODUITS 
CONTENANT L ' a^- ANTITRYPSINS AINSI OBTENUE 



L' invention concerne un procede de production, 
par des cellules vegetales monocotyledones , d'a^- 

antitrypsine et de ses analogues, et les proteines 
ainsi obtenues . L' invention vise egalement les 
cellules et plantes monocotyledones , genetiquement 
transf ormees , capables de produire des analogues d^a^- 

antitrypsine , et les construits d'acides nucleiques 
impliques dans la transformation. En outre, 
1' invention vise des produits pharmaceut iques 
contenant 1 ' a^-antitrypsine et ses variantes, ainsi 

obtenues . 

L ' alpha- 1 -ant itrypsine, Ui-AT, egalement connue 

sous les designations d • alpha-l-inhibiteur de protease 
(ai-PI), d • antitrypsine et de metserpine, est une 

proteine plasmatique presente dans le plasma a une 
concentration de 1 ' ordre de 1,3 grammes par litre. 
Synthetisee par le foie, il s ' agit d ' une glycoproteine 
de SlkDa a 54kDa, constitute d'une seule chaine 
polypept idique de 394 acides amines (Long et al . , 
Biochemistry, 1984, vol. 23, pages 4828-4837). 
Elle possede 3 sites de N-glycosylat ion sur les 
residus Asn-46, Asn-83 et Asn-247, les trois chaines 
glycosidiques ayant une structure "core" commune de 
Asn- (NAc Glc) 2- (Man) 3, avec 2 ou 3 antennes de NAc Glc- 

Gal-Sia. La partie glucidique represente 13% de la 
masse totale de la glycoproteine. 
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En raison d ' un polymorphisme survenant a 3 
positions dans la proteins, il existe 3 formes d'ai-AT: 
Ml, M2, M3 : 



213 376 101 

Ml Val/Ala Glu Arg 

Val Asp Arg 

■^3 Val Asp His 

L'ai-AT est un inhibiteur de protease, a serine. 
Sa fonction biologique principale est d'inhiber 
I'elastase neutrophile et de proteger ainsi le tissu 
pulmonaire centre les attaques proteolytiques . 

II existe plusieurs variantes "pathologiques •• 
communes de la proteine : par exemple la forme "Z" 
dans laquelle Glu-342 est substitue par Lys, et la 
forme "S" dans laquelle Glu-264 est substitue par Val. 
Des differences au niveau de la glycosylation, et en 
particulier dans le nombre de residus d'acide 
sialique, peuvent aussi etre observees . 

...^.^x..,o ^ cu a, Dien que capables de 

fonctionner comme agents anti-elastase, sont produits 
en faible quant ite conduisant a une deficience, et 
surtout dans le cas de la variants "Z"/ au 
developpement d ■ emphyseme pulmonaire severe. 

Cette pathologie est actuellement traitee par 
therapie substitutive . avec des concentres 

plasmatiques. Les besoins annuels actuels par patient 
sont estimes a 200 grammes et la demande mondiale a 
plusieurs centaines de kilogrammes par an. L-echelle 
de production de la proteine a partir de sang humain 
couvre dif f icilement ces besoins. 

La production d'a^-AT humaine par voie 
recombinante a done ete envisagee. L'a^-AT recombinante 
non-glycosylee a notamment ete produite chez E. co3 i 
sous forme de proteine de fusion. La proteine. 
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exprimee a un taux d' environ 15% des proteines 

cellulaires totales, presentait une activite anti- 

elastase caracteristique d'ai-AT, mais etait selon les 

auteurs, susceptible de presenter des proprietes 
immunologiques modifiees en raison de 1* extension N- 
terminale (Courtney et al . , PNAS, 1984, vol. 81, pages 
669-673) . 

La production chez la levure d'ai-AT a des taux 
eleves (10-3% des proteines cellulaires totales) a 
egalement ete decrite par Johansen et al . (Mol . 
Biol. Med., 1987, vol. 4, pages 291-305). Le rendement 
a ete augmente par la deletion des premiers 5, 10 ou 
15 acides amines. 

Travis et al . (J, Biol. Chem. , 1985, vol. 260 n° 
7, pages 4384-4389) ont decrit la production d'ai-AT 

non glycosylee chez la levure. Deux variantes de la 
proteine ont ete obtenues a un rendement d» environ 10% 
des proteines cellulaires solubles totales, chacune 
ayant une activite ai-AT mais une stabilite reduite par 
rapport a l»ai-AT native. 

L'ai-AT glycosylee a ete exprimee dans le sang et 
dans le lait d » animaux transgeniques , notamment des 
lapins, des souris et des brebis. 

Dans le sang des animaux transgeniques, la 
proteine etait presente a une concentration d' environ 
1 mg/ml de plasma. Elle conserve son activite anti- 
elastase (Massoud et al.., C. R. Acad. Sci . Paris, 
1990, tome 311, serie III, pages 275-280) . 

Dans le lait de brebis transgeniques, les niveaux 
d'ai-antitrypsine ont atteint 60 g/1. La proteine ainsi 

produite est entierement glycosylee (Wright et al . , 
Bio/Technology, Septembre 1991, vol. 9, pages 830- 
834). La nature de la glycosylation n*a pas ete 
publiee . 

La production de proteines recombinantes dans le 
lait des animaux transgeniques se propose de diminuer 
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les couts de production. Cependant , il reste des 
problemes d'ethique et de contaminations virales et 
subvirales du meme type que ceux rencontres avec les 
produits purifies classiques. 

Le probleme technique que se propose de resoudre 
la presente invention est de produire de I'ai-AT 
recombinante en grande quantite a des couts faibles, 
sans risque de contaminations virales ou sub-virales, 
par exemple par des prions. La proteine presente une 
activite a^-AT satisf aisante , et doit gtre stable et 
adaptee du point de vue immunologique a la forme 
d' administration choisie. Les presents inventeurs ont 
resolu ce probleme technique en utilisant, comma hote 
pour la transformation genetique, des cellules 
vegetales, et plus particulierement des cellules 
vegetales monocotyledones . 

Diverses equipes se sont deja interessees a la 
production de proteines recombinant es de mammi feres 
dans des cellules vegetales ou dans des plantes 
transgeniques . Par exemple, 1 'expression specif ique 

w ^^^^Lx^^ i^wx^a, ue xa j.eu-enKepnaiine a ete 

obtenue avec des niveaux d'expression d'environ 0,1% 
(Vanderkerckhove et al . , Biotechnology, 1989, vol. 7, 
pages 929-932) . 

En 1990, Simons et al . (Biotechnology, 1990, vol. 
8, pages 217-221) ont transfere le gene de la serum 
albumine humaine dans des cellules de tabac et de 
pomme de terre . Quelle que soit 1 ' origine des peptides 
signaux (humaine ou vegetale) , des taux de serum 
albumine humaine de 1 • ordre de 0,02% des proteines 
totales ont ete obtenus dans les feuilles, les tiges 
et les tubercules de pomme de terre. 

D'autres proteines recombinantes de mammiferes 
ont aussi ete produites dans les plantes : I'antigene 
de surface de 1' hepatite B (Mason et al . , P.N.A.S, 
1992, vol. 89, pages 11745-11749) ; 1 • interferon 
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humain (Edelbaum, J. of Interferon Res., 1992, vol. 
12, pages 44 9-453) ; un anticorps de souris anti- 
Streptococcus mutans, agent de la carie dentaire 
(Hiatt et Ma, FEES, 1992, vol. 307, pages 71-75) ; un 
anticorps ant i -Herpes et I'hirudine (Russel, Moloney, 
respect ivement, Intl. Meeting of Production of 
Recombinant Proteins in Plants, Leicester, 1994, page 
43 , pages 36-38) . 

L' ensemble de ces recherches montre que la 
production de proteines recombinantes de mammiferes 
dans les cellules vegetales est possible et que les 
mecanismes de synthese de proteines a partir des 
sequences d'ADN sont similaires chez les cellules 
animales et les cellules vegetales. De plus, il 
apparait que la cellule vegetale est capable de 
realiser la plupart des etapes de maturation post- 
traductionnelles des proteines comme 1' assemblage des 
sous-unites, le repliement des chaxnes, la maturation 
proteolytique, la formation des ponts-disulf ures et le 
clivage des peptides signaux de maniere semblable aux 
cellules animales . 

Quelques differences existent neanmoins au niveau 
de la glycosylation. Bien que les etapes de 
glycosylation conduisant aux glycannes 

polymannosidiques soient realisees de maniere 
identique chez les plantes et chez les mammiferes, la 
maturation des glycannes polymannosidiques en 
glycannes complexes est sensiblement differente. Les 
N-glycannes des glycoproteines vegetales different 
principalement des glycannes de mammiferes par 
1 'absence d'acide sialique, egalement connu sous le 
nom d'acide N-acetylneuraminique , et par la presence 
d'un residu de p-1 , 2 xylose et d'un residu de fucose 
lie en a-1,3 au residu de GlcNAc proximal du "core" 
(Driouich et al . , Regard sur la biochimie, 1993, vol. 
3, pages 33-42). Les abreviations signifiant des 
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residus glucidiques sont celles habituellement 
utilisees dans 1 ■ art (VLIEGENTHART J.F.G and MONTREUIL 
J., Chap. II, Glycoproteins, Montreuil J., Schachter 
H., Vliegenthart J.F.G., 1995, ELSEVIER SCIENCE B.V., 
pages 13-2 8 ; MONTREUIL J.., Advances, in Carbohydrate 
Chemistry and Biochemistry, 1980, Vol. 37, Academic 
Press Inc., pages 157-223). 

La glycosylation joue un role important dans la 
mise en place de la structure spatiale de la proteine, 
dans la solubilite de la molecule, dans la protection 
centre les attaques proteolytiques et dans les 
mecanismes de reconnaissance immunitaire. Le glycanne 
controle aussi la demi-vie de la proteine et peut lui- 
meme, dans certains cas, porter la fonction 
biologique. Compte tenu du role important joue par la 
glycosylation, 1 • on essaie normalement, pour la 
fabrication de proteines therapeutiques , de reproduire 
le plus fidelement possible la glycosylation naturelle 
de la proteine. Ceci n»est pas possible dans des 
cellules vegetales, en raison de la presence du 
-'-r— ^ — ^z ciii^mciu>w, L cie ± ' aDsence 

d'acide sialique chez les plantes . Bien que presentant 
de nombreux avantages du point de vue economique, les 
differences au niveau de la glycosylation de la 
proteine peuvent done rendre imprevisible le succes de 
1 'utilisation de cellules vegetales pour la production 
de proteines therapeut ique^ . 

Malgre ces differences importantes, les presents 
inventeurs ont reussi a produire dans des plantes 
monocotyledones transgeniques , a des niveaux 
d' expression eleves, des proteines ayant une activite 
d'ai-AT. Les proteines ont une stabilite acceptable. De 
maniere surprenante, les inventeurs ont aussi 
constate, que dans certaines conditions, la maturation 
proteolytique de la glycoproteine est fonction de 
I'adressage cellulaire, permettant la production d'une 
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serie de "variantes" proteiques, de poids moleculaire 
different, presentant toutes une activite d'a^-AT. 

L* invention concerne done un procede de 
production d ' ai-antitrypsine, ou de variantes de celle- 
ci caracterise par : 

i) 1 ' introduction, dans des cellules vegetales 
provenant d»une espece monocotyledone , d • un acide 
nucleique comportant une sequence codant pour I'ai- 
antitrypsine ou pour une variante de celle-ci, les 
variantes se dif f erenciant de I'ai-AT humaine naturelle 
par une ou plusieurs substitution (s) , deletion(s) ou 
insertion (s) d'acides amines, et eventuellement une 
sequence codant pour un agent selectif ; 

ii) selection des cellules ayant integre de maniere 
stable 1' acide nucleique ; 

iii) propagation des cellules transf ormees en culture, 
ou regeneration de plantes entieres chimeriques ou 
transgeniques ; 

iv) recuperation et eventuellement purification de 
1 ' ai-antitrypsine ou de ses variantes, ainsi produites . 

L' invention concerne egalement une proteine 
susceptible d'etre produite par le sus-dit procede, et 
presentant une activite de protease a serine, de 
preference une activite de I'ai-AT, caracterisee en ce 
que : 

soit elle est exempte de chaines N- 
glycosidiques ; 

- soit elle est N-glycosylee par au moins un 
glycanne de type mannosidique ou polymannosidique , 
et/ou par au moins un glycanne de type complexe 
comportant eventuellement au sein de sa structure un 
ou plusieurs residus de xylose et eventuellement un ou 
plusieurs residus de fucose, le glycanne de type 
complexe etant normalement depourvu de residus d* acide 
sialique . 
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Dans le contexte de 1' invention, les termes ci- 
apres ont les significations suivantes : 

- une "variante" de l-a^-AT signifie une proteine 
qui se differencie de l-a^-AT humaine naturelle (mature 
ou pre-proteine) par une ou plusieurs substitution (s) , 
deletion (s) ou insertion (s) d'acides amines. De 
maniere generale, les variantes presentent au moins 
90% et de preference au moins 95% d'homologie ou 
d'identite avec la sequence en acides amines decrite 
par Long et al . (Biochemistry, 1984, vol. 23, pages 
4828-4837), illustree dans la Figure 1, le pourcentage 
d'homologie entre deux proteines etant defini tel 
qu'indique ci-dessous. Le terme « variante » est 
utilise, dans le contexte de 1- invention, de maniere 
synonyme avec le terme « analogue ». Les variantes 
presentent aussi une activite d'inhibiteur de protease 
a serine. II a ete constate que certaines 
modifications au niveau de la sequence en acides 
amines de l-a^-AT peut conferer a la proteine une 

activite d'inhibiteur de protease a serine autre que 
celle normalement ass^nci ^(=> i "o> -at- t- 

" - "-1 '^■^ I t'cj.j. cAciiiyxt; une 

activite caracteristique de 1 ' antithrombine III 
(Jallat et al . , Protein Engineering, Vol. 1, N° 1, pp 
29-35, 1986). Les variantes d'a^-AT de 1 • invention 
presentent une glycosylation identique ou differente 
de I'tti-AT humaine naturelle. Le terme « variante » 
englobe egalement des fragments de l-a^-AT et ses 
analogues qui presentent une activite d'inhibiteur de 
protease a serine, de preference une activite d'aj-AT. 

- « une activite d'inhibiteur de protease a 
serine. » signifie la capacite d ' inhiber partiellement 
ou totalement toute protease ayant un residu serine au 
sein de son site actif, par exemple la trypsine, 
I'elastine, la cathepsine G, la thrombine, la 
collagenase, la chymotrypsine et la plasmine. 
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- "une activite de I'ai-AT" signifie une activite 
anti-elastase , determinee selon la technique de Travis 
et Johnson, Meth. in Enzymol . , 1981, vol. 80, pages 
754-765. Cette technique est detaillee dans les 
exemples. L* activite peut egalement etre determinee 
selon la capacite de la proteine a inhiber la trypsine 
(voir Travis et Johnson, supra) . De maniere generale, 
pour les deux techniques, la proteine recombinante 
presente une activite d' inhibition d*au moins 30% et 
de preference au moins 75%, par exemple 85% de celle 
de I'ai-AT humaine naturelle a molarite egale. Une 

troisieme technique consiste en la determination de la 
capacite de la proteine recombinante a hydrolyser le 
subs t rat Methoxy-L- Alanyl-L- Prolyl -L- Valine- P- 

nitroanilide (Massoud et al . , supra). La capacite de 
la proteine a inhiber 1 'activite de chacune des 
proteases a serine mentionnees ci-dessus peut aussi 
etre utilisee comme indice de 1' activite des proteines 
de 1' invention (The Plasma Proteins", Second Edition, 
Ed. Pulnam, Academic Press, 1975, p. 241-242). 

« monocotyledone » signifie un vegetal 
phanerogame angiosperme dont la tige et la racine sont 
(presque tou jours) depourvues de cambiums et done de 
formations secondaires; la feuille est presque 
toujours pourvue de nervures paralleles; la graine 
renferme un embryon a un seul cotyledon. 

- le pourcentage d'homologie entre deux sequences 
d*acides amines est calcule comme etant le nombre 
d'acides amines identiques plus le nombre d'acides 
amines similaires dans l*alignement des deux 
sequences, divise par la longueur des sequences entre 
deux positions donnees . Si, entre les deux positions 
donnees, les deux sequences n'ont pas la meme 
longueur, le pourcentage d'homologie est le nombre 
d'acides amines identiques et similaires, divise par 
la longueur de la sequence la plus longue . Les acides 
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amines consideres comme etant " similaires " sont connus 
dans I'art, voir par exemple R.F. Feng, M.S. Jobson 
and R.F. Doolittle ; J. Mol . Evol . ; 1985 ; vol. 21 ; 
pages 112-115. lis sont normalement consideres comme 
etant ceux qui, au sein d'une matrice de permutation, 
ont un coefficient de substitution positif. 

Selon une premiere variante de 1* invention, la 
proteine recombinante a activite ai-AT est non- 

glycosylee. Ce type de proteine peut etre obtenu dans 
une cellule vegetale en utilisant la sequence d'acide 
nucleique codant pour le polypeptide mature, c'est-a- 
dire sans le peptide signal N-terminal de 24 acides 
amines (voir par exemple Figure 1) . Aucun autre signal 
n'est ajoute. Le polypeptide ainsi produit s'accumule 
dans le cytoplasme de la cellule. 11 aura normalement 
un poids moleculaire inferieur d' environ lOkD a celui 
de I'ai-AT humaine naturelle, c»est-a-dire autour de 
4 5kDa, et une stabilite moindre dans le plasma. 

Selon une variante preferee, la proteine de 
1' invention est glycosylee a 1 ' un au moins des 3 sites 

^ v_ J. ^ v^,_ ^j-y ^wo_y J. du j-LJij. : i^tiil-*±o, >lSn-0-3 OU /\Sn-^4/. 

La glycosylation est de type mannosidique , 
polymannosidique ou de type complexe, ou un melange 
des deux. L' expression « entierement glycosylee » 
signifie, dans le contexte de l^invention, que la 
molecule en question est glycosylee aux 3 sites 
naturels de glycosylation.. 

Le ou les glycanne(s) de type mannosidique ont la 
structure GlcNAc2 -Manl . Le ou les glycanne(s) 
polymannosidique (s) ont la structure GlcNAc2-Man2-9, 
par exemple GldSTAcs-Mang , GlcNAc2-Man8 , GlcNACs-Mang ou 
GlcNAc2-Man5, ou GlcNACs-Mana . 

Le ou les glycanne(s) de type complexe sont 
biantennes et ont une structure de base GlcNAc2-Man3 a 

laquelle sont eventuellement associes des residus de 
xylose (Xyl) , fucose (Fuc) et eventuellement galactose 



wo 99/38987 



PCT/FR99/00195 



11 

(Gal) ou N-acetylglucosamine (GlcNAc) , lis sont 
normalement exempts de residus d*acide sialique, ce 
compose n*ayant pas jusqu^alors ete mis en evidence 
dans les cellules vegetales. 

De preference, le glycanne complexe est de type 
"phytohemagglutinine" (PHA) constitue d'une structure 
"core" GlcNACsManj dont le mannose lie en p porte un 

residu de p 1,2 -xylose et dont le GlcNAc proximal porte 
un residu d*a 1,3 fucose (GlcNACs (Fuc) Man3 (Xyl) ) . Ce 
genre de structure est frequent pour les 
glycoproteines de localisation vacuolaire ou 
extracellulaire . Le residu de fucose a 1,3 -lie peut 
eventuellement etre absent. 

Le glycanne complexe peut aussi etre du type 
"Laccase" (Driouich et al , Regard sur la Biochimie, 
1993, n°3, pp3 3-42) compose d'une structure de base 
GlcNAcs (Fuc) Man3 (Xyl) associee a deiix chaines 

laterales. Chaque chaine laterale est constituee d'un 
residu de p 1,2 GlcNAc auquel est lie un residu d'a 
1,6 fucose et un residu de p 1,4 galactose. 

La glycoproteine de 1* invention peut etre 
glycosylee aux trois sites naturels (Asn-46, Asn-83 et 
Asn-247) ou seulement a I'un ou deux d'entre eux. 
Parmi les variantes preferees, 1 • on peut citer des 
glycoproteines portant exclusivement des glycannes 
polymannosidiques . Ces glycoproteines presentent une 
tres faible immunogenicite chez 1 * animal parce que ce 
type de glycosylation existe sous forme identique chez 
la plante et chez 1 ' animal . 

On peut aussi citer les glycoproteines portant 
exclusivement des glycannes de type complexe, par 
exemple deux ou trois glycannes de type PHA : 
GlcNAc2 (Fuc)Man3 (Xyl) . 

La partie glucidique representee normalement, 
entre 2 et 3 0%, par exemple 5 a 20% de la masse totale 
de la glycoproteine de 1* invention. 
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La partie proteique de la glycoproteine 
correspond a la partie proteique de toute proteine ou 
fragment de proteine presentant une activite aj-AT. II 
s'agit normalement du polypeptide mature d'ai-AT 
humaine, mais peut egalement etre celui d ' animaux tels 
que le lapin ou le singe. 

La sequence en acides amines complete de I'ai-AT 
humaine, y compris le peptide signal N- terminal (Type 
« Ml »), est decrite par Long et al . (Biochemistry, 
1984, vol. 23, pages 4828-4837). En plus du type Ml, 
il existe egalement les types M2 ou M3 (Val 213 - Asp 
376 - Arg 101 ; Val 213 - Asp 376 - His 101, 
respectivement) , ou une variante de Ml, M2 ou M3 dans 
laquelle Val 213 est remplace par Ala. Les proteines 
de 1' invention peuvent comporter les sequences en 
acide amines des types Ml, M2 ou M3 . 

La sequence en acides amines peut aussi etre 
celle des variantes Z ou S, associees a certains 
troubles pulmonaires . Ces variantes se distinguent du 
type Ml decrit par Long et al par Glu-342 Lys 
d_ vjj.ia-^oi —f vctx ^variance a) . 
De maniere generale, la proteine de 1 ' invention 
peut comporter toute sequence en acides amines se 
dif f erenciant de la sequence naturelle par une ou 
plusieurs substitution (s) , deletion(s) ou insertion(s) 
d' acides amines. Normalement, ces variantes presentent 
une homologie, ou une identite, d'au moins 90% par 
exemple 95%, avec la sequence decrite par Long et 
al. (Biochemistry, 1984, vol. 23, pages 4828-4837 - 
Figure 1) . 

Parmi les variantes preferees, I'on peut citer 
des sequences d'a,-AT dont la Metasa du site actif, a 
ete. modifie, par exemple remplace par un acide amine 
different, tel que Arg, Leu, Ala, He ou Val. De plus, 
Aspj et Asps peuvent etre remplaces par Asn. 
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Les variantes de la proteine de 1 ' invention 
peuvent aussi comporter des fragments de la sequence 
decrite par Long et al . (Biochemistry, 1984, vol. 23, 
pages 4828-4837) et de ses analogues definis ci-dessus 
a condition que I'activite d'inhibiteur de protease a 
serine, et particulierement celle de l»ai-AT, soit 

conservee. Ces fragments sont const itues d* environ 2 00 
a 3 93 acides amines consecutifs de la sequence d'ai_AT, 

de preference entre 250 et 390 acides amines. Parmi 
les fragments preferes, on peut citer I'ai.AT mature 

humaine dont I'extremite N terminale a ete tronquee 
par la deletion d' environ 1 a 10 acides amines. 

L'extremite C terminale peut aussi etre tronquee 
d' environ 1 a 20 acides amines. Le site actif de la 
proteine se trouvant autour des acides amines Met-358 
a Glu-363, il est important de ne pas effectuer de 
deletion C terminale de longueur trop importante afin 
de ne pas affecter le site actif. 

Outre la sequence en acides amines responsable de 
I'activite ai-AT proprement dite, la proteine de 

1* invention peut comprendre differents signaux 
peptidiques responsables de I'adressage de la proteine 
vers les differents compartiment s cellulaires ou sont 
effectuees les modifications co- et post- 
traductionnelles . Ces signaux sont le peptide signal 
N-terminal, egalement connu sous le nom de prepeptide, 
le signal de type KDEL responsable de la retention de 
la proteine dans le reticulum endoplasmique et le 
signal d'adressage vacuolaire, ou propeptide. 

En effet, dans la cellule vegetale, I'adressage 
des proteines est base sur le meme principe que dans 
les cellules animales- A partir de I'ADN 
chromosomique, le gene est transcrit en ARN messager, 
puis traduit en proteine au niveau des ribosomes . Si 
la proteine naissante possede un peptide signal N- 
terminal ou prepeptide, elle penetre dans le reticulum 
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endoplasmique ou ont lieu un certain nombre de 
maturations post- traductionnelles, notamment le 
clivage du peptide signal, les N-glycosylations 
conduisant aux glycannes polymannosidiques , et la 
formation des ponts disulfures. La presence d'un 
peptide KDEL, HEKDEL ou SEKDEL a 1 ' extremite C 
terminale provoque la retention de la proteine dans le 
reticulum endoplasmique et, dans certains cas, 
1 ' accumulation de proteines dans des vesicules du 
reticulum endoplasmique. Lors de la retention d'une 
proteine dans le reticulum endoplasmique, le signal 
KDEL (HDEL ou SEKDEL) n'est pas clive et il subsiste 
sur la proteine mature. 

En 1' absence d*un signal de retention du type 
KDEL, la proteine est transportee vers I'appareil de 
Golgi et subit, au cours de ce transport, une premiere 
modification de ses chaines de glycannes (suppression 
des glucoses terminaux) . Dans I'appareil de Golgi, la 
maturation des glycannes se poursuit par la 
suppression des residus et 1' addition de residus 
xylose et fucose pour former les glycannes complexes. 
En 1 ' absence d'un signal d*adressage vacuolaire ou 
"propeptide", la proteine est alors secretee et 
s'accumule dans 1 ' espace intercellulaire . Lorsque la 
proteine possede a 1 ' extremite N~terminale ou C- 
terminale un propeptide, la proproteine est dirigee 
vers la vacuole. A 1 » entree dans la vacuole, le 
propeptide est clive et certaines maturations finales 
de glycannes sont realisees. 

Parmi ces differents signaux, le propeptide, 
responsable de 1 ^ adressage de la proteine dans le 
reticulum endoplasmique, est toujours present. II 
s'agit normalement d'un peptide signal N- terminal 
hydrophobe ayant entre 10 et 40 acides amines. II est 
normalement d'origine animale ou vegetale. II peut en 
effet s'agir du propeptide naturellement associe a 
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I'tti-AT humaine (PA), ou d'un prepeptide provenant 
d*une autre proteine humaine par exemple celui de la 
serum albumine humaine. Par exemple, il s'agit d ' un 
prepeptide d'origine vegetale, par exemple celui de la 
sporamine (PS), de la lectine d'orge, de I'extensine 
vegetale (pEXT) , de I'a-mating factor, des proteines 
vegetales impliquees dans la defense centre les micro- 
organismes (PRla et PRS, "pathogenesis related 
proteins" ) . 

Normalement, le peptide signal est clive par un 
signal peptidase des 1 ' introduction co- traductionnelle 
du polypeptide naissant dans la lumiere du reticulum 
endoplasmique (RER) . La proteine mature ne comporte 
plus cette extension N-terminale. 

La proteine de 1* invention peut, outre le 
prepeptide, aussi comporter un signal de retention 
endoplasmique, consistant en les peptides KDEL, SEKDEL 
ou HDEL. Ces signaux se trouvent normalement a 
I'extremite C-terminale de la proteine et subsistent 
sur la proteine mature. La presence de ce signal sur 
les proteines de 1' invention est avantageuse pour 
plusieurs raisons : d'une part, la retention de la 
proteine dans le reticulum endoplasmique a tendance a 
augmenter les rendements en proteines recombinantes . 
D* autre part, la maturation de la glycosylation 
polymannosique en glycannes complexes n' aura pas lieu 
; la proteine conseirve done la glycosylation 
polymannosique, minimisant le risque de reactions 
immunologiques indesirables lorsque la proteine sera 
administree a 1 ' homme comme medicament. Selon cette 
variante de 1* invention, le glycoproteine comporte 
done la sequence en acides amines d'ai-AT, un signal du 

type KDEL, au moins un glycanne de type 
polymannosique, et est exempt de glycannes de type 
complexe. Selon 1* invention, ce type de proteine peut 
aussi etre obtenu en utilisant des mutants de plantes 
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incapables de fabriquer la N-acetyl glucosaminyl 
transferase (von Schaewen et al . , Plant Physiol. 1993 
102: 1109-1118), et done incapables de produire des 
glycannes complexes . 

La proteine de 1' invention peut, outre le 
propeptide, comporter aussi un signal d- adressage 
vacuolaire ou "propeptide". En presence d'un tel 
signal, la protOine est adressee aux vacuoles des 
tissus aqueux, par exemple les feuilles, ainsi qu ■ aux 
corps proteiques des tissus de reserve, par exemple 
les graines, tubercules et racines . L- adressage de la 
proteine vers les corps proteiques de la graine est 
particulierement interessant en raison de la capacite 
de la graine a accumuler des proteines, jusqu'a 40% 
des proteines par rapport a la matiere seche, dans des 
organites cellulaires derives des vacuoles, appeles 
corps proteiques et en raison de la possibilite de 
stocker plusieurs annees les graines contenant les 
proteines recombinantes a I'etat deshydrate. 

Comme propeptide, on peut utiliser un signal 
d'crigine animaie ou vegecale, les signaux vegetaux 
etant preferes, par exemple la pro-sporamine , ou la 
lectine d'orge. Le propeptide peut #tre N-terminal 
("N-terminal targeting peptide" ou NTTP) , ou C 
terminal (CTTP) ou peut consister en une sequence 
interne a la proteine. Dans la mesure oia le propeptide 
est normalement clive des, 1 -entree de la proteine dans 
la vacuole, il n'est pas present dans la proteine 
mature. Pour un adressage vacuolaire, on peut utiliser 
une combinaison peptide signal et propeptide N- 
terminal de sporamine de patate douce (PPS) . 

Selon une autre variante de 1' invention, la 
proteine de 1 • invention peut etre sous forme de 
proteine de fusion, en particulier avec une proteine 
vegetale. La proteine vegetale peut etre choisie afin 
d'augmenter le rendement ou de faciliter la secretion 
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et la purification. La proteine de fusion peut aussi 
etre choisie afin de permettre le ciblage de l*ai-AT ou 

de faciliter son transport. 

Lr' object if principal de 1 ' invention etant de 
produire I'ai-AT recombinante dans des cellules 

vegetales monocotyledones , 1' invention vise egalement 
les acides nucleiques codant pour les proteines, et 
pour les signaux d'adressage, eventuellement en 
association avec des sequences regulatrices adequates, 
permettant 1 'expression de l*ai-AT dans la cellule 

vegetale . 

La sequence d'acide nucleique codant pour l*ai- 
AT, ou pour ses variantes ou les fragments definis ci- 
dessus, peut etre de I'ADNc ou de 1 'ADN genomique avec 
ses introns. Normalement , il s * agit d'ADNc, une 
sequence appropriee est illustree la Figure 1 (Long et 
al, Biochemistry, 1984, vol. 23, pages 4828-4837). 
Toute sequence degeneree peut etre utilisee. Lorsqu'il 
s'agit d'ADNc, des introns, provenant de preference 
d'un .gene vegetal, peuvent etre introduits 
artif iciellement afin d'augmenter l*efficacite de 
1' expression de la sequence heterologue. En effet, il 
a ete demontre, particulierement chez les 
monocotyledones que 1' insertion d*un intron dans la 
partie 5' non traduite d'un gene, c'est-a-dire entre 
le site d* initiation de transcription et le site 
d' initiation de traduction, conduit a une amelioration 
de la stabilite du messager, et par consequence, a une 
meilleure expression. Le ou les introns utilise (s) de 
cette maniere proviennent de preference d^une 
monocotyledone telle que le mais. Il s • agit de 
preference, mais pas obligatoirement , du premier 
intron du gene. 

L' invention vise egalement des genes chimeriques 
comprenant d ' une part une sequence codant pour une 
proteine ayant une activite d ' tti-antitrypsine et 
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d' autre part, des sequences regulatrices de 
transcription reconnues par une cellule vegetale 
monocotyledone. Les sequences regulatrices comprennent 
un ou plusieurs promoteurs d ' origine vegetale plus 
particulierement d'origine. monocotyledone, ou virale 
ou provenant d • Agrobacterium tumefaciens. II peut 
s'agir d ' un promoteur constitutif, par exemple le 
promoteur actine de riz, ou des promoteurs specif iques 
de certains tissus comme le grain, ou specif iques de 
certaines phases de developpement de la plante 
monocotyledone . 

Comme promoteurs specif iques de graines, on peut 
citer le promoteur du gene gamma (g) zeine de mais 
(Reina et al , 1990) . 

II peut etre envisage d'utiliser des "enhancers" 
pour ameliorer I'efficacite d ' expression . 

Les sequences regulatrices de terminaison sont 
d'origine vegetale ou virale ou provenant 
d' Agrobacterium — tumefaciens. et sont f onctionnelles 
dans des cellules vegetales monocotyledones . 

Selon une variant e, le gene chimerique de 
1 • invention comprend en outre une sequence codant pour 
un peptide signal permettant la secretion de la 
proteine, et event uellement une sequence codant pour 
un signal de retention endoplasmique ou pour un signal 
d'adressage vacuolaire. 

Les promoteurs semences specifiques sont 
particulierement avantageux en association avec un 
signal d'adressage vacuolaire (prepropeptide) . 

Dans le cas ou des introns heterologues sont 
utilises en combinaison avec I'ADNc d'ai-AT, bien 

entendu, le gene chimerique comprend egalement ces 
introns . 

L' invention vise egalement des plasmides ou 
vecteurs caracterises en ce qu'ils contiennent au 
moins I'une des sequences d'acide nucleique, de 
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preference un gene chimerique, selon 1' invention. De 
preference, les plasmides et vecteurs permettent la 
transformation stable de la plante, par exemple les 
plasmides Ti d ^ Agrobacterium . des vecteurs viraux tels 
que les Geminivirus . 

Tous les moyens connus pour introduire de I'ADN 
etranger dans les cellules vegetales peuvent etre 
utilises, par exemple Agrobacterium , electroporation, 
transformation de protoplastes , bombardement avec 
canon a particules, ou penetration d»ADN dans des 
cellules comme le pollen, la microspore, la graine et 
I'embryon immature, suspensions cellulaires 

embryogenes et non embryogenes, inflorescence immature 
et vecteurs viraux tels que les Geminivirus. La 
sequence de 1 ' invention est introduite dans un vecteur 
approprie avec toutes les sequences regulatrices 
necessaires tels que promoteurs, terminateurs , etc... 
ainsi que toute sequence necessaire pour selectionner 
les transf ormants . 

L ' integration de 1 ' acide nucleique dans le genome 
peut eventuellement avoir lieu par recombinaison 
homologue. Dans ce cas, 1' acide nucleique transf ormant 
comporte, sur chaque extremite, une sequence homologue" 
aux sequences qui jouxtent le site d' insertion 
souhaite dans le genome. 

L* invention concerne egalement les cellules 

vegetales monocotyledones transformees avec les 

sequences de 1' invention, et capable de produire une 

ou plusieurs proteine(s) ayant une activite 

d'inhibiteur de protease a serine et, en particulier, 
de I'ai-AT. 

II peut s'agir de cultures de cellules vegetales 
in vitro, par exemple en milieu liquide. Differents 
modes de culture ("batch", "fed batch" ou en continu) 
pour ce type de cellules sont actuellement a 1* etude. 
Les cultures en "batch" sont comparables a celles 
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effectuees en erlenmeyer dans la mesure ou le milieu 
n'est pas renouvele, les cellules ne disposent ainsi 
que d'une quant ite limitee d» elements nutritifs. La 
culture en "fed batch" correspond quant a elle a une 
culture en "batch" avec une alimentation programmee en 
substrat. Pour une culture en continu, les cellules 
sont alimentees en permanence avec du milieu nutritif. 
Un volume egal du melange biomasse-milieu est ote afin 
de maintenir le volume du reacteur constant. Les 
quantites de biomasse vegetale envisageables avec des 
cultures en bioreacteurs sont variables selon I'espece 
vegetale, le mode de culture et le type de 
bioreacteur . 

Les cellules de 1' invention peuvent aussi etre 
immobilisees, ce qui permet d'obtenir une production 
constante et prolongee d'al-AT. La separation de I'al- 
AT et la biomasse vegetale est aussi facilitee. Comme 
methode d • immobilisation, on peut citer 

1 • immobilisation en billes d'alginate, d*agar, a 
I'interieur de mousse de polyurethane , ou bien encore 
dans des fibres creases . 

Au lieu de produire l^a^-AT de 1» invention par 
culture de cellules vegetales, on peut regenerer des 
plantes chimeriques ou transgeniques a partir 
d'explants transformes, en ayant recours a des 
techniques connues en soi . 

Comme plantes preferees, on peut citer toutes les 
plantes monocotyledones . On peut citer les cereales 
telles que le ble, le mais, le riz, I'orge, le sorgho 
et I'avoine, mais aussi la canne a sucre, 1 ' asperge et 
la banane . 

L* invention concerne egalement les graines des 
plantes transgeniques capables de produire I'a^-AT 
ainsi que leurs descendances. 

Selon le precede de 1' invention, les proteines 
sont recuperees, et eventuellement purifiees, afin de 
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permettre leur utilisation dans un grand nombre 
d • applications . 

Les methodes de recuperation (extraction) et de 
purification des proteines sont choisies en fonction 
de la methode de production, c»est-a-dire cellules en 
culture ou plantes entieres, et eventuellemeht de 
1 ' adressage mis en oeuvre . 

L' extraction est normalement faite par broyage 
des tissus, par exemple feuilles ou grains, dans un 
tampon approprie, filtrage du broyat, precipitation 
des proteines dans le surnageant, centrif ugat ion et 
reprise du culot dans un tampon approprie avec 
dialyse. Une etape de purification partielle peut 
aussi etre effectuee a ce stade par chromatographie 
sur colonne d'echangeuse d*ions. 

L' invention vise aussi des anticorps monoclonaux 
ou polyclonaux capables de reconnaitre specif iquement 
la proteine de 1* invention. Ces anticorps peuvent etre 
utilises dans la purification des proteines de 
1' invention et dans le suivi des patients. 

L' invention vise en outre un produit 
pharmaceutique comprenant une ou plusieurs proteine (s) 
de 1 ' invention en association avec un excipienf 
acceptable du point de vue physiologique . 

La composition pharmaceutique de 1 ' invention peut 
etre administree sous forme d» aerosol 

(particulierement appropriee, s ' il s'agit de l»ai-AT 

non-glycosylee) pour injection nasale, ou par voie 
intraveineuse, sous-cutanee , topique ou percutanee. 

II est egalement possible d'utiliser un implant 
sous-cutane des cellules vegetales transformees sans 
purification de l»ai-AT, isolees dans une membrane 

semi -permeable laissant passer la proteine active. La 
ou les proteine (s) de 1 ' invention peut ou peuvent etre 
administree (s) en forme de liposome (s), encapsidee (s) 
ou conjuguee(s) a une molecule de ciblage. 
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L' invention vise egalement 1 * utilisation de la 
proteine de 1 ' invention pour la preparation d'un 
medicament pour le traitement de conditions liees a 
une deficience en a^-antitrypsine . Les maladies qui 
sont susceptibles d'etre traitees comprennent la 
mucoviscidoses le choc septique, et l^emphyseme 
pulmonaire. La composition pharmaceutique de 
1 ' invention peut aussi etre utilisee comme anti- 
rhumatoide grace a son effet anti -collagenase . 

Les proteines de 1' invention peuvent egalement 
etre utilisees en cosmetologie . Leur activite anti- 
collagenase empeche la degradation du tissu conjonctif 
et en particulier, du collagene et de I'elastine. 
Selon cette variante de 1* invention, les proteines 
peuvent etre purifiees ou peuvent etre utilisees sous 
forme d'extraits de toute ou partie de la plante ou de 
la graine ou d'extraits de culture cellulaire. 

L' invention vise 1 ' utilisation de la proteine de 
1* invention dans une application industrielle . 

Les proteines de 1' invention peuvent aussi etre 
utilisees corfuue react if s ant i -proteases sous forme de 
preparations enzymatiques industrielles . 

L' invention concerne egalement un extrait de 
plante contenant 1 a 90% environ d*une proteine selon 
1' invention, et notamment 1 ' al -antitrypsine . Cet 

extrait peut etre utilise comme medicament, notamment 
en therapie de conditions liees a une deficience en ai- 

AT, notamment 1 ' emphyseme pulmonaire, la 

mucoviscidose , le choc septique ou comme anti- 
rhumatoide. L' invention concerne egalement une 
composition pharmaceutique comprenant un tel extrait 
de plante en association avec un excipient acceptable 
du point de vue physiologique , de preference pour 
1 ' administration par voie orale ou nasale, par exemple 
sous forme d ' aerosol . 
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Des modes de realisation preferes de 1' invention sont 
presentes dans les revendi cat ions , en particulier : 
1°) Un procede de production d ' a^-antitrypsine (a^-AT) , 
ou de variantes de celle-ci caracterise par : 

i) 1 ' introduction dans des cellules vegetales 
monocotyledones, d ' un acide nucleique comportant 
une sequence codant pour 1 ' ai-antitrypsine (a^-AT) 
ou pour une variante de celle-ci, les variantes se 
dif f erenciant de I'a^-AT humaine naturelle par une 
ou plusieurs substitution (s) , deletion(s) ou 
insertion (s) d*acides amines, et eventuellement 
une sequence codant pour un agent selectif ; 

ii) selection des cellules ayant integre de 
maniere stable 1' acide nucleique ; 

iii) propagation des cellules transformees en 
culture, ou regeneration de plantes entieres 
chimeriques ou transgeniques ; 

iv) recuperation et eventuellement purification de 
1 'ai-antitrypsine ou de ses variantes, ainsi 
produites . 

2°) Un procede selon le procede enonce au 1°) ci- 
dessus caracterise en ce que 1 ' ai-antitrypsine ou 
ses variantes presentent une activite d' inhibition 
de proteases a serine, de preference une activite 
de l*ai-AT humaine. 

3°) Un procede selon le procede enonce au 2°) ci- 
dessus caracterise en ce que 1* acide nucleique 
introduit dans les cellules vegetales code pour la 
proteine illustree dans la figure 1, ou pour une 
proteine presentant au moins 90% d'homologie avec 
celle-ci, ou encore un fragment de I'une de ces 
proteines ayant une longueur comprise entre 2 00 et 
3 93 acides amines. 

4°) Un procede selon le procede enonce au 3°) ci- 
dessus caracterise en ce que 1* acide nucleique 
comporte en outre une sequence codant pour un 
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peptide signal ou "prepeptide " , et eventuellement 
una sequence codant pour un signal de retention 
endoplasmique ou pour un signal d'adressage 
vacuolaire. 

5°) Un procede selon 1 • un quelconque des precedes 
enonces au 3°) ou 4*^) ci-dessus caracterise en ce 
que I'acide nucleique comporte en outre des 
sequences regulatrices de transcription reconnues 
par une cellule vegetale monocotyledone . 

6°) Une proteine presentant une activite d'inhibiteur 
de protease a serine, de preference une activite 
de 1 ' a^-antitrypsine humaine, caracterisee en ce 
qu'elle est susceptible d'etre produite par le 
procede selon 1 ' un quelconque des procedes enonces 
aux 1°) a 5^) ci-dessus. 

7°) Une proteine selon la proteine enoncee au 6*=>) ci- 
dessus caracterisee en ce qu'elle est N-glycosylee 
par au moins un glycanne de type mannosidique ou 
polymannosidique, et/ou par au moins un glycanne 
de type complexe comportant eventuellement au sein 

et eventuellement un ou plusieurs residus de 
f ucose . 

8°) Une proteine selon la proteine enoncee au 7^) ci- 
dessus comportant la sequence en acides amines 
illustree dans la figure 1, ou une sequence 
presentant au moins . 90% d'homologie avec cette 
sequence, ou encore un fragment de I'une de ces 
sequences ayant une longueur comprise entre 20 0 et 
3 93 acides amines . 

9°) Une proteine selon la proteine enoncee au 8*^) ci- 
dessus caracterisee en ce que le glycanne est lie 
N-glycosidiquement a Asn-46, Asn-83 ou Asn-247. 

10°) Une proteine selon 1 ' une quelconque des proteines 
enoncees precedemment caracterisee en ce qu'elle 
porte a la f ois un ou plusieurs glycannes de type 
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polymannosique et un ou plusieurs glycannes de 
type complexe. 

11°) Une proteine selon I'une quelconque des proteines 
enoncees precedemment caracterisee en ce que le 
glycanne polymannosique presente la structure 
GlcNAc2-Man5-9, par exemple GlcNAc2 -Man9 . 

12°) Une proteine selon I'une quelconque des proteines 
enoncees precedemment caracterisee en ce que le 
glycanne complexe presente la structure GlcNAc2 
(Fuc) Man3 (Xyl) . 

13°) Une proteine selon I'une des proteines enoncees 
aux 6°) a 12°) ci-dessus caracterisee en ce que la 
sequence en acides amines comporte en outre un 
peptide signal N-terminal, permettant une 
secretion de la proteine et eventuellement un 
signal responsable de la retention de la proteine 
dans le reticulum endoplasmique , ou un signal 
reconnu par une cellule vegetale comme etant un 
signal d'adressage vacuolaire. 

14°) Une proteine selon la proteine enoncee au 13°) 
ci-dessus caracterisee en ce que le peptide signal 
est le propeptide de la sporamine, de la lectine 
d'orge, de I'extensine vegetale, de I'a-mating 
factor, des proteines de pathogenese . 

15°) Une proteine selon la proteine enoncee au 13°) 
ci-dessus caracterisee en ce que le peptide signal 
est celui de 1 ' a^^-ant itrypsine native. 

16°) Une proteine selon la proteine enoncee au 13°) 
ci-dessus caracterisee en ce que le signal 
responsable de la retention de la proteine dans le 
reticulum endoplasmique est choisi parmi les 
peptides KDEL, SEKDEL et HDEL. 

17°) Une proteine selon la proteine enoncee au 13°) 
ci-dessus caracterisee en ce que le signal 
d'adressage vacuolaire est d'origine vegetale, tel 
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que celui de la sporamine, ou celui de la lectine 
d ' orge . 

18°) Une proteine selon la proteine enoncee au 6°) ci- 
dessus caracterisee en ce qu*elle est exempte de 
chaines N-glycosidiques . 

19°) Un acide nucleique comportant : i) une sequence 
codant pour I'al-AT ou pour une variante de 
celle-ci, et ii) une sequence d'adressage choisie 
parmi une sequence codant pour un peptide signal 
"pre" d'origine vegetale et eventuellement une 
sequence codant pour un signal de retention ou 
pour un signal d'adressage vacuolaire, et iii) des 
sequences regulatrices de transcription reconnues 
par une cellule vegetale monocotyledone . 

20°) Un acide nucleique selon 1' acide nucleique enonce 
au 19°) ci-dessus caracterise en ce que les 
sequences regulatrices comprennent un ou plusieurs 
promoteur(s) d'origine vegetale ou virale. 

21°) Un acide nucleique selon I'un quelconque des 
acides nucleiques enonces aux 19°) et 20°) ci- 
dessus carac t er !L se en ce que la sequence codant 
pour I'a^-AT est un ADNc codant pour I'a^-AT 
mature . 

22°) Un vecteur comprenant un acide nucleique selon 
I'un quelconque des acides nucleiques enonces aux 
19°) a 21°) . 

23°) Des cellules , vegetales monocotyledones 
transf ormees de maniere stable par un acide 
nucleique selon I'un quelconque des acides 
nucleiques enonces aux 19°) a 21°) ci-dessus, et 
capable de produire une ou plusieurs proteine (s) 
ayant une activite d'inhibiteur de protease a 
serine, de preference une activite d'a^- 
antitrypsine . 

24°) Des cellules vegetales monocotyledones selon les 
cellules enoncees au 23°) ci-dessus caracterisees 
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en ce qu'il s'agit d'une culture de cellules 
vegetales, par exemple en milieu liquide ou 
immobilisees , ou une culture de racines. 

25°) Des cellules vegetales selon les cellules 
enoncees au 24°) ci-dessus caracterisees en ce 
qu*il s'agit de cellules faisant partie d'une 
plante monocotyledone transf ormee . 

26°) Une plante monocotyledone chimerique ou 
transgenique capable de produire une proteine 
ayant une activite d'inhibiteur de protease a 
serine, de preference une activite d'a^- 
antitrypsine, caracterisee en ce qu'elle comporte 
des cellules selon les cellules enoncees au 23°) 
ci-dessus . 

27°) Des graines de • plante transgenique selon la 
plante enoncee au 26°) ci-dessus. 

28°) Des anticorps monoclonaux ou polyclonaux capables 
de reconnaitre specif iquement la proteine selon. 
1 ' une des proteines enoncees aux 6°) a 18°) ci- 
dessus. 

29°) un produit pharmaceutique comprenant une ou 
plusieurs proteine (s) selon I'une quelconque des 
proteines enoncees aux 6°) a 18°) ci-dessus en 
association avec un excipient acceptable du point 
de vue physiologique . 

30°) Une proteine ayant une activite d'a^-AT selon 
I'une quelconque des .proteines enoncees aux 6°) a 
18°) ci-dessus pour 1 ' utilisation comme 
medicament . 

31°) Une proteine selon la proteine enoncee au 30°) 
ci-dessus pour une utilisation en therapie de 
conditions liees a une deficience en a^-AT, 
notamment I'emphyseme pulmonaire, la 

mucoviscidose, le choc septique, ou comme anti- 
rhumatoide , 
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32°) Une utilisation d'une proteine selon l»une 
quelconque des proteines enoncees aux 6°) a 18°) 
ci-dessus pour la preparation d*un medicament pour 
le traitement de conditions liees a une deficience 
en a^-AT. 

33°) Une utilisation d'une proteine selon l»une 
quelconque des proteines enoncees aux 6°) a 18°) 
ci-dessus dans la preparation de produits 
cosmetiques, ou de reactifs chimiques , 

34°) Un extrait de plante contenant 1 a 90% environ 
d'une proteine selon 1 • une quelconque des 
proteines enoncees aux 6°) a 18°) ci-dessus, et 
notamment 1 • a^-antitrypsine . 

35°) Un extrait de plante selon 1 ' extrait enonce au 
34°) ci-dessus pour 1 ' utilisation comme 
medicament . 

36°) Un extrait de plante selon 1 ' extrait enonce au 
35°) ci-dessus pour une utilisation en therapie de 
conditions liees a une deficience en a^-AT, 
notamment 1 ' emphyseme pulmonaire, la 

mucoviscidoses le choc septique ou comme ^ti- 
rhumatoide . 

37°) Une composition pharmaceutique comprenant un 
extrait de plante selon 1' extrait enonce au 34°) 
ci-dessus en association avec un excipient 
acceptable du point de vue physiologique , de 
preference pour 1 ' administration par voie orale ou 
nasale, par exemple sous forme d' aerosol. 
La Figure 1 illustre I'ADNc et la sequence en acide 
amines de I'al-AT humaine (type M) . L'extremite NH2 de 
la proteine mature (Glu) est indique comme +1.. Les 
acides amines -1 a -24 representent le peptide signal 
N- terminal de la proteine immature. Le site reactif 
(Met) est indique par un cercle solide (•) . Quatre 
sites de glycosylation potentiels sont presents dans 
la proteine, indiques par des diamants noirs (♦) , mais 
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seulement trois d'entre eux portent des chaines 
glycosidiques (Long et al Supra) . 

La Figure 2 illustre la carte schematique du plasmide 
pUC-AAT. L'ADNc de AAT est insere au site PstI de 
pUClS. PA (boite en pointilles) correspond a la 
sequence du peptide signal AAT. AAT (boite en noir) 
correspond a la sequence codant 1 ' al -antitrypsine 
humaine. Ap (boite en blanc) correspond au gene 
conferant la resistance a 1 ' ampicilline . 

EXEMPLES 

I • CONSTRUCTIONS 

L * al -antitrypsine humaine (AAT), une 

glycoproteine de 53 kDa, est naturellement synthetisee 
sous forme d'un precurseur de 418 acides amines. La 
proteine mature AAT est constitute de 3 94 acides 
amines et est clivee au site Ala - Glu de son peptide 
signal de 24 acides amines. La sequence complete du 
cDNA ainsi que la sequence peptidique sont decrites 
par Long et al . (Biochemistry, 1984, vol. 23, pages 
4828-4837) . 

La sequence complete de 1 'ADNc est renfermee dans 
le plasmide pUClB commercialise par Clontech. Ce 
plasmide est appele pUC-AAT (Figure 2) . 

L'ADNc de AAT, fragment d*ADN digere par StuI et 
Sail et isole a partir de pUC18, a ete clone aux sites 
Xbal traite a la Klenow et Sail du vecteur pBSIISK+ 
commercialise par Stratagene Cloning Systems. Le 
plasmide resultant a ete appele pBIOC3 0. 
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A. CONSTRUCTION DES VECTEURS pBIOC31 ET pBIOC32 . 
MODIFICATION DE L • EXTREMITE 3 ' DU cDNA CODANT POUR 
L ' al -ANTITRYPSINE 



A . 1 . CONSTRUCTION DU PIASMIDE PBI0C3 1 NE 
CONTENANT QUE LE PREMIER CQDON STOP DE L ' al - 
ANTITRYPSINE 



Pour favoriser 1' expression dans les plantes, 
seal le premier codon stop (TAA) de la proteine al- 
antitrypsine humaine (AAT) a ete preserve . Le vecteur 
pBIOC30 a done ete modifie a 1 » ext remit e 3* du cDNA 
codant pour AAT . 

Le fragment EcoRV-Sall de pBIOC3 0 a ete remplace 
par le fragment EcoRV-Sall issu de 1 * amplification PCR 
realisee sur pBIOC30 a 1 ' aide des 2 

oligodesoxynucleotides, 5 » CCACGATATCATCACCAAGTTCC 3 ' 
(contenant le site unique EcoRV) et 5' 
cggtcgacgaattcCAGTTATTTTTGGGTGGGATTC 3 ' (contenant les 
sites Sail et EcoRI , et le premier codon stop de 

1 t A A *T* ^ T I -3.rv^>-s "1 A -f -i ^ -^.+- -» nOTD ^i i -f^ •% , 4- T? ^^Ti^T q — 1 X 

ete realisee dans 100 fxl de milieu reactionnel 
comprenant 10 fil de tampon Taq DNA polymerase xlO (50 0 
mM KCl, 100 mM Tris-HCl, pH9 , 0 et 1% Triton xlOO) , 6 
fil de 25 mM MgCl2, 3 fil de 10 mM dNTP ( dATP , dCTP , 
dGTP et dTTP) , 10 0 pM de chacun des 2 
oligodesoxynucleotides decrits ci -dessus , 5 ng d * ADN 
matrice (vecteur pBIOC30) , 2,5 U de Taq DNA polymerase 
(Promega) et 2 gouttes d'huile de vaseline. L'ADN a 
ete denature a 94°C pendant 5 min. , soumis a 30 cycles 
constitues chacun de 1 min. de denaturation a 94*^C, 1 
min. d • hybridation a 70°C et de 1 min, d' elongation a 
72*=*C; puis 1' elongation a 72°C a ete poursuivie 
pendant 5 min. Cette reaction PCR a ete realisee dans 
la machine "DNA Thermal Cycler" de PERKIN ELMER CETUS . 
L'huile a ete eliminee par extraction au chloroforme. 
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Puis, les fragments d'ADN du milieu reactionnel ont 
ete precipites en presence de 1/10 de volume de 3M 
acetate de sodium pH4 , 8 et de 2,5 volumes d Methanol 
absolu a -80°C pendant 30 min. , centrifuges a 12000g 
pendant 30 min., laves a I'ethanol 70%, seches et 
digeres par les 2 enzymes de restriction EcoRV et 
Sail. Les fragments d'ADN digeres issus de PGR ont ete 
purifies par electrophorese sur gel d' agarose 2%, 
electroelues (Sambrook et al . , 1989), precipites en 
presence de 1/10 de volume de 3M acetate de sodium 
pH4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80^C 
pendant 30 min., centrifuges a 12000g pendant 30 min., 
laves a 1 ' ethanol 70%, seches, puis ligues a 1 'ADN 
plasmidique pBIOC3 0 digere par EcoRV et Sail, purifie 
P^r electrophorese sur gel d' agarose 0,8%, 
electroelue, soumis a la precipitation alcoolique, 
seche et dephosphoryle par 1 • enzyme phosphatase 
alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) 
selon les recommandations du f abricant . La ligation a 
ete real i see avec 100 ng du vecteur dephosphoryle 
decrit ci-dessus et 50 ng de fragments d'ADN digeres 
issus de 1 • amplification PGR decrits ci-dessus dans un 
milieu reactionnel de 10 fil en presence de 1 fxl de 
tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et de 2,5 U 
d' enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14 °G pendant 16 
heures. Les bacteries, Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees 
(Hanahan, 1983). L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur 50 //g/ml ampicilline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline (Birnboim et 
Doly, 1979) et analyse par digestion enzymatique par 
des enzymes de restriction. L'ADN plasmidique de 
certains des clones retenus a ete verifie par 
sequengage a 1 ' aide du kit de sequengage T7™ 
commercialise par Pharmacia selon la methode des 
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didesoxynucleo tides (Sanger et al . , 1977). Le plasmide 
resultant a ete appele pBI0C31. 

A>2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE PBIOC32 CONTENANT 
LE PREMIER CODQN STOP DE L ' g-ANTITRYPSINE PRECEDE DU 
SIGNAL KDEL 

La sequence codant le signal KDEL (Lys-Asp-Glu- 
Leu) placee a I'extremite C-terminale de la sequence 
codant la proteine mature al -antitrypsine humaine en 
amont du codon stop combinee a la presence de la 
sequence codant le peptide signal N-terminal de la 
sporamine A des racines tuberisees de patate douce 
permet un adressage dans le reticulum endoplasmique . 

Pour inserer la sequence codant le signal KDEL 
avant le premier .codon stop (TAA) de la proteine 
mature al -antitrypsine humaine (AAT) qui seul sera 
preserve, le vecteur pBIOC3 0 a ete modifie a 
I'extremite 3' de 1 'ADNc codant pour AAT. La presence 
d'un codon Lys juste avant le codon stop de AAT, s ' est 

en 1 c> v-v T t -I -rr^ +- -vr^ j-^ ■« i ^ .4— -I ^-st^ T — v t~*.<^ ^ w-k ,*-^ ^ j-3 —.„■*-> 4— "1 « 

signal DEL uniquement . 

Le fragment EcoRV-Sall de pBIOC3 0 a ete remplace 
par le fragment EcoRV-Sall issu de 1 ' amplification PGR 
realisee sur pBIOCBO a l*aide des 2 

oligodesoxynucleotides commandes chez Genset, 5* 
CCACGATATCATCACCAAGTTCC 3! (contenant le site unique 
EcoRV) et 5 ' cggtcgacgaattcCAGTTAtagctcatcTTTTTGGGTGGG 
3' (contenant les sites Sail et EcoRI , et la sequence 
KDEL et le premier codon stop de AAT mature) , en 
suivant le protocole d * amplification PGR decrit ci- 
dessus dans le paragraphe a.l. Apres double digestion 
enzymatique par EcoRV et Sail, les fragments d'ADN 
issus de 1 ' amplification PGR ont ete purifies par 
electrophorese sur gel d' agarose 2%, electroelues 
(Sambrook et al . , 1989), precipites en presence de 
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1/10 de volume de 3M acetate de sodium pH4 , 8 et de 2,5 
volumes d ' ethanol absolu a -SO^'C pendant 30 min., 
centrifuges a 12000g pendant 30 min. , laves a 
1' ethanol 70%, seches, puis ligues a 1 'ADN plasmidique 
de pBIOC3 0 doublement digere par EcoRV et Sail, 
purifie par electrophorese sur gel d' agarose 0,8%, 
electroelue (Sambrook et al . , 1989), soumis a la 
precipitation alcoolique, seche et dephosphoryle par 
1 ' enzyme phosphatase alcaline d»intestin de veau 
(Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
fabricant. La ligation a ete realisee avec 100 ng du 
vecteur dephosphoryle decrit ci-dessus et 5 0 ng de 
fragments d'ADN digeres issus de 1 * amplification PGR 
decrits ci-dessus dans un milieu react ionnel de 10 jil 
en presence de 1 fil de tampon T4 DNA ligase x 10 
(Amersham) et de 2,5 U d' enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) a 14 °C pendant 16 heures . Les bacteries, 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983) . 
L»ADN plasmidique des clones obtenus, select ionnes sur 
50 /ig/ml ampicilline, a ete extrait selon la methode 
de la lyse alcaline (Birnboim et Doly, 1979) et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. L'ADN plasmidique de certains des clones 
retenus a ete verifie par sequengage a 1 ' aide du kit 
de sequengage T7™ commercialise par Pharmacia selon la 
methode des didesoxynucleotides (Sanger et al . , 1977). 
Le plasmide resultant a ete appele pBIOC32. 

B. CONSTRUCTION DES VECTEURS pBIOC33, pBIOC34, pBIOCBS 
ET pBIOC74. MODIFICATION DE L » EXTREMITE 5" DU cDNA 
CODANT POUR L ' al -ANTI TRYP SINE 

Dans I'une des constructions, la sequence 
contenant 1 ' al -antitrypsine humaine mature precedee 
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d'une partie de celle de son peptide signal naturel PA 
(11 derniers codons des 24 necessaires) est contenue 
dans pBI0C31. Le clone modifie resultant a ete appele 
PBIOC74 . 

Par ailleurs, la sequence codant pour le peptide 
signal naturel PA de 1 ' al-antitrypsine humaine (24 
premiers codons) a ete remplace par celle codant pour 
un signal d'adressage d'origine vegetale en respectant 
les phases ouvertes de lecture des sequences codant 
pour le signal d * adressage apporte et la proteine 
mature al-antitrypsine humaine. Ce signal d'adressage 
est soit un peptide signal (PS) qui permettrait une 
secretion de la proteine dans le milieu 
extracellulaire de I'espace intercellulaire , soit un 
prepropeptide c'est-a-dire un peptide signal suivi des 
sequences N-terminales d ' adressage vacuolaire (PPS) 
qui adresserait la proteine dans la vacuole. Les 
sequences PS et PPS constituees respect ivement de 23 
et 37 acides amines, sont celles d'une proteine de 
reserve des racines tuberisees de patate douce : la 
sporamine A (Murakami et al . , 19S6 ; Matsuolca et 
Nakamura, 19 91) , Le plasmide pBI0C31 modifie contenant 
la sequence codant pour 1 ' al -antitrypsine humaine 
(AAT) fusionnee soit a PS (PS-AAT) , soit a PPS (PPS- 
AAT) a ete appele pBIOC33 et pBIOC34 respect ivement . 
Le plasmide pBIOC32 modifie contenant la sequence 
codant pour 1 ' al-antitrypsine humaine (AAT) fusionnee 
a PS (PS-AAT-KDEL) a ete appele pBIOC35. 

B.l. CONSTRUCTION DU PLASMIDE pBI0C74 CONTENANT 
PA-AAT. 

Le plasmide pBI0C31 a ete digere doublement par 
Sad et BamHI pour supprimer les 11 derniers codons de 
la sequence codant pour le peptide signal naturel PA 
et le premier codon de 1 ' al-antitrypsine humaine 
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mature. Cette sequence a ete remplacee par la sequence 
entiere codant pour le peptide signal naturel PA de 24 
acides amines (ATG CCG TCT TCT GTC TCG TGG GGC ATC CTC 
CTG CTG GCA GGC CTG TGC TGC CTG GTC CCT GTC TCC CTG 
GCT) fusionnee au premier codon de la proteine AAT 
mature (Glu) . La sequence "PS - 3 premiers codons de 
la proteine AAT mature" a ete amplifiee par PGR a 
partir du plasmide pUC18-AAT a 1 » aide des 2 
oligodesoxynucleotides, 5 ' gggagctcgaattcaacaATG CCG 
TCT TCT GTC TCG TG 3' (contenant les sites EcoRI et 
Sad et le signal traduct ionnel de Kozack) et 5 ' G GGG 
ATC CTC AGC CAG GG3 ' (contenant le site BamHI de la 
sequence codant pour la proteine AAT mature) , en 
suivant le protocole d ' amplification PCR decrit ci- 
dessus dans le paragraphe a.l. Apres double digestion 
enzymatique par Sad et BamHI, les fragments d • ADN 
issus de 1 » amplification PCR ont ete purifies par 
electrophordse sur gel d' agarose 2%, electroelues 
(Sambrook et al . , 1989), precipites en presence de 
1/10 de volume de 3M acetate de sodium pH4 , 8 et de 2,5 
volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 30 min. , 
centrifuges a 12000g pendant 30 min. , laves a 
I'ethanol 70%, seches, puis ligues a 1 'ADN plasmidique 
de pBIOC31 doublement digere par Sad et BamHI, 
purifie par electrophorese sur gel d ' agarose 0,8%, 
electroelue (Sambrook et al . , 1989), soumis a la 
precipitation alcoolique, . seche et dephosphoryle par 
1» enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau 
(Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
fabricant. La ligation a ete realisee avec 100 ng du 
vecteur dephosphoryle decrit ci-dessus et 50 ng de 
fragments d'ADN digeres issus de 1 • amplification PCR 
decrits ci-dessus dans un milieu reactionnel de 10 ^1 
en presence de 1 fil de tampon T4 DNA ligase x 10 
(Amersham) et de 2,5 U d* enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) a 14 °C pendant 16 heures . Les bacteries. 
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Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes , ont ete transf ormees (Hanahan, 1983) 
L'ADN plasmidique des clones obtenus, select ionnes sur 
50 fig/ml ampicilline, a ete extrait selon la methode 
de la lyse alcaline (Birnboim et Doly, 1979) et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. L'ADN plasmidique de certains des clones 
retenus a ete verifie par sequengage a I'aide du kit 
de sequengage T7™ commercialise par Pharmacia selon 
la methode des didesoxynucleotides (Sanger et al . , 
1977) . Les sequences du PA et de AAT mature ont ete 
donees en maintenant leurs phases de lecture ouverte . 
La sequence de clivage entre les sequences PA et AAT 
mature est Ala-Glu. Le plasmide resultant a ete appele 
PBIOC74 . 



B.2. CO NSTRUCTION DU PLASMIDE PBIOC3 3 CONTENANT 
PS -AAT. 

Le plasmide pBIOC31 a ete digere doublement par 

WW — j.iue:j_ _l d oc:(^u.ciit„:t; cj(ju.ant pour 

le peptide signal naturel de 1 ' al -antitrypsine 
humaine. Cette sequence a ete remplacee par celle 
codant pour le peptide signal PS de 23 acides amines 

(ATG AAA GCC TTC ACA CTC GCT CTC TTC TTA GCT CTT TCC 
CTC TAT CTC CTG CCC AAT CCA GCC CAT TCC) fusionnee aux 
3 premiers codons de. la proteine AAT mature (Glu-Asp- 
Pro) . La sequence "PS - 3 premiers codons de la 
proteine AAT mature" a ete amplifiee par PGR a partir 
du plasmide pMAT103 (Matuoka et Nakamura, 1991) a 
I'aide des 2 oligodesoxynucleotides , 5» 

gcgagctcgaattcaacaATG AAA GCC TTC ACA CTC GC 3 ' 

(contenant les sites EcoRI et Sad et le signal 
traductionnel de Kozack) et 5 ' CT GGG ATC CTC GGA ATG 
GGC TGG ATT GGG CAG G 3 ' (contenant le site BamHI de 
la sequence codant pour la proteine AAT mature) , en 
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suivant le protocole d • amplification PGR decrit ci- 
de ssus dans le par*agraph.e a.l. Apres double digestion 
enzymatique par Sad at BamHl , les fragments d * ADN 
issus de 1 ' amplification PGR ont ete purifies par 
electrophorese sur gel d' agarose 2%, electroelues 
(Sambrook et al . , 1989), precipites en presence de 
1/10 de volume de 3M acetate de sodium pH4 , 8 et de 2,5 
volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 3 0 min. , 
centrifuges a 12G00g pendant 30 min., laves a 
I'ethanol 70%, seches, puis ligues a 1»ADN plasmidique 
de pBIOC31 doublement digere par Sad et BamHI , 
purifie par electrophorese sur gel d' agarose 0,8%, 
electroelue (Sambrook et al . , 1989), soumis a la 
precipitation alcoolique, seche et dephosphoryle par 
1 ' enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau 
(Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
fabricant. La ligation a ete realisee avec 100 ng du 
vecteur dephosphoryle decrit ci-dessus et 50 ng de 
fragments d'ADN digeres issus de 1 ' amplification PGR 
decrits ci-dessus dans un milieu reactionnel de 10 /il 
en presence de 1 fil de tampon T4 DNA ligase x 10 
(Amersham) et de 2,5 U d ' enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) a 14 pendant 16 heures . Les bacteries, 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983) . 
L'ADN plasmidique des clones obtenus, select ionnes sur 
50 fig/ml ampicilline, a .ete extrait selon la methode 
de la lyse alcaline (Birnboim et Doly, 1979) et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. L'ADN plasmidique de certains des clones 
retenus a ete verifie par sequengage a I'aide du kit 
de sequengage T7™ commercialise par Pharmacia selon la 
methode des didesoxynucleo tides (Sanger et al . , 1977). 
Les sequences du PS et de AAT mature ont ete -clonees 
en maintenant leurs phases de lecture ouverte. La 
sequence de clivage entre les sequences PS et AAT 
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mature est Ser-Glu. Le plasmide resultant a ete appele 
pBIOC33. 

B.3. CONSTRUCTION DU PLASMIDE PBIOC34 CONTENANT 
PPS-AAT. 

Le plasmide pBI0C31 a ete digere doublement par 
Sad et BamHI pour supprimer la sequence codant pour 
le peptide signal naturel de 1 • al -ant itrypsine 
humaine. Cette sequence a ete remplacee par celle 
codant pour le prepropeptide PPS N- terminal de 3 7 
acides amines (ATG AAA GCC TTC ACA CTC GCT CTC TTC TTA 
GCT CTT TCC CTC TAT CTC CTG CCC AAT CCA GCC CAT TCC 
AGG TTC AAT CCC ATC CGC CTC CCC ACC ACA CAC GAA CCC 
GCC) fusionnee aux 3 premiers codons de la proteine 
AAT mature (Glu-Asp- Pro) . La sequence "PPS - 3 
premiers codons de la proteine AAT mature" a ete 
amplifiee par PCR a partir du plasmide pMAT103 
(Matuoka et Nakamura, 1991) a 1 ' aide des 2 
oligodesoxynucleotides, 5' gcgagctcgaattcaacaATG AAA 

rrimr-^ -^^/^nn v-«rri/-» -> i / —s,-*-^>t 1 ^ ^ +_ ^ ^ TT'/^^TDT 0-+- 

Sad et le signal traductionnel de Kozack) et 5 ' CT 
GGG ATC CTC GGC GGG TTC GTG TGT GGT TG 3» (contenant 
le site BamHI de la sequence de la proteine AAT 
mature) , en suivant le protocole d * amplification PCR 
decrit ci-dessus dans le paragraphe a.l. Apres double 
digestion enzymatique par Sad et BamHI, les 
fragments d'ADN issus de 1 • amplification PCR ont ete 
purifies par electrophorese sur gel d' agarose 2%, 
electroelues (Sambrook et al , , 1989), precipites en 
presence de 1/10 de volume de 3M acetate de sodium 
pH4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C 
pendant 30 min. , centrifuges a 12000g pendant 30 min. , 
laves a 1 ' ethanol 7 0%, seches, puis ligues a I'ADN 
plasmidique de pBI0C31 doublement digere par Sad et 
BamHI, purifie par electrophorese sur gel d ' agarose 
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0,8%, electroelue (Sambrook et al . , 1989), soumis a la 
precipitation alcoolique, seche et dephosphoryle par 
1 ' enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau 
(Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
f abricant . La ligation a ete realisee avec 100 ng du 
vecteur dephosphoryle decrit ci-dessus et 5 0 ng de 
fragments d*ADN digeres issus de 1 ' amplification PGR 
decrits ci-dessus dans un milieu reactionnel de 10 //I 
en presence de 1 fil de tampon T4 DNA ligase x 10 
(Amersham) et de 2,5 U d • enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) a 14 pendant 16 heures. Les bacteries, 
Escherichia coli DHSa rendues prealablement 
competentes, ont ete transf 02rmees (Hanahan, 1983) . 
L*ADN plasmidique des clones obtenus, select ionnes sur 
50 fjig/ml ampicilline, a ete extrait selon la methode 
de la lyse alcaline (Birnboim et Doly, 1979) et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. L'ADN plasmidique de certains des clones 
retenus a ete verifie par sequengage a I'aide du kit 
de sequengage T7 commercialise par Pharmacia selon la 
methode des didesoxynucleotides (Sanger et al . , 1977). 
Les sequences du PPS et de AAT mature ont ete donees 
en maintenant leurs phases de lecture ouverte . La 
sequence de clivage entre les sequences PPS et AAT 
mature est Ala-Glu. Le plasmide resultant a ete appele 
PBIOC34 . 

B.4. CONSTRUCTION DU PLASMIDE pBIOC35 CQNTENANT 
PS-AAT-KDEL. 

Le plasmide pBIOC32 a ete digere doublement par 
Sad et BamHI pour supprimer la sequence codant pour 
le peptide signal naturel de 1 ' al-antitrypsine 
humaine . Cette sequence a ete remplacee par celle 
codant pour le peptide signal PS de 23 acides amines 
(ATG AAA GCC TTC ACA CTC GCT CTC TTC TTA GCT CTT TCC 
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CTC TAT CTC CTG CCC AAT CCA GCC CAT TCC) fusionnee aux 
3 premiers codons de la proteine AAT mature (Glu-Asp- 
Pro) . La sequence "PS - 3 premiers codons de la 
proteine AAT mature" a ete amplifiee par PGR a partir 
du plasmide pMAT10 3 (Matuoka et Nakamura> 1991) a 
1 ' aide des 2 oligodesoxynucleotides , 5' 

gcgagctcgaattcaacaATG AAA GCC TTC ACA CTC GC 3 ' 
(contenant les sites EcoRI et Sad et le signal 
traductionnel de Kozack) et 5 ' CT GGG ATC CTC GGA ATG 
GGC TGG ATT GGG CAG G 3 ' (contenant le site BamHI de 
la sequence de la proteine AAT mature) , en suivant le 
protocole d ' amplification PGR decrit ci-dessus dans le 
paragraphe a.l. Apres double digestion enzymatique par 
Sad et BamHI, les fragments d'ADN issus de 
1 ' amplification PGR ont ete purifies par 
electrophorese sur gel d' agarose 2%, electroelues 
(Sambrook et al , , 1989), precipites en presence de 
1/10 de volume de 3iyi acetate de sodium pH4 , 8 et de 2,5 
volumes d*ethanol absolu a -80°C pendant 30 min., 
centrifuges a 12000g pendant 30 min., laves a 
1 ' ethanol 70%, seches, puis ligues a I'ADN plasmidique 
de pBIOC32 doublement digere par Sad et BamHI, 
purifie par electrophorese sur gel d' agarose 0,8%, 
electroelue (Sambrook et al . , 1989), soumis a la 
precipitation alcoolique, seche et dephosphoryle par 
1 ' enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau 
(Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
f abricant . La ligation a ete realisee avec 100 ng du 
vecteur dephosphoryle decrit ci-dessus et 50 ng de 
fragments d'ADN digeres issus de 1 ' amplification PGR 
decrit s ci-dessus dans un milieu reactionnel de 10 /xl 
en presence de 1 /xl de tampon T4 DNA ligase x 10 
(Amersham) et de 2,5 U d' enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) a 14 "^^C pendant 16 heures. Les bacteries, 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983) . 
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L'ADN plasmidique des clones obtenus, select ionnes sur 
50 fig/ml ampicilline, a ete extrait selon la methode 
de la lyse alcaline (Birnboim et Doly, 1979) et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. L'ADN plasmidique de certains des clones 
retenus a ete verifie par sequen(?age a I'aide du kit 
de sequengage T?"^" commercialise par Pharmacia selon la 
methode des didesoxynucleotides (Sanger et al . , 1977). 
Les sequences du PS et de AAT mature ont ete donees 
en mamtenant leurs phases de lecture ouverte. La 
sequence de clivage entre les sequences PS et AAT 
mature est Ser-Glu. Le plasmide resultant a ete appele 
PBIOC35 . 

C. CONSTRUCTION DES PLASMIDES UTILISABLES EN 
TRANSFORMATION GENETIQUE DU MAIS PAR BIOLISTIQUE 

C.l. EXPRESSION CONSTITUTIVE : Construction de 
PPAR - I AR - PA- AAT . pPAR - I AR - PS - AAT . PPAR - I AR - PS - AAT - KDEL 
et pPAR-IAR-PPS-AAT. 

L' expression constitutive dans le mais a 
necessite, entre autre, les sequences regulatrices 
suivantes : 

- promoteur actine de riz suivi de 1 ' intron actine de 
riz (pAR-IAR) contenu dans le plasmide pActl-F4 decrit 
par McElroy et al . (1991) ; 

la sequence terminatrice de transcription, 
terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 
3 ' non codante du gene de la nopaline synthase du 
plasmide Ti d ' AgrroJbacteriun? tumefaciens souche a 
nopaline (Depicker et al . , 1982). 

Le plasmide pBSI I -PAR-IAR- tNOS , dans lequel ont 
ete inserees les sequences codant "PA-AAT", "PS-AAT", 
"PS-AAT-KDEL" et "PPS-AAT", est decrit par exemple 
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dans la demande de brevet W09633277 qui est incorporee 
par reference. 

Les sequences, codant "PA-AAT", "PS-AAT", "PS- 
AAT-KDEL" et "PPS-AAT", ont ete isolees par digestion 
enzymatique EcoRI respectiyement a partir de pBIOC74, 
PBIOC33, PBIOC35 et pBIOC34. Les fragments digeres ont 
ete purifies par electrophorese sur gel d» agarose a 
0,8%, puis soumis a 1 ' electroelut ion, a la 
precipitation alcoolique, seches, repris dans H2O. lis 
ont ete traites par action de 1 ' enzyme Klenow (New 
England Biolabs) selon les recommandations du 
f abricant . lis ont ete inseres dans le plasmide pBSII- 
PAR-IAR-tNOS digere doublement par Sail et Ncol , 
purif ie , traite a 1 ' enzyme Mung Bean Nuclease (New 
England Biolabs) et dephosphoryle par 1 * enzyme 
phosphatase alcaline de veau (Boehringer Mannheim) 
selon les recommandations des fabricants. La ligation 
a ete realisee avec 2 0 ng du vecteur dephosphoryle et 
2 00 ng de fragments d'ADN contenant la sequence codant 
"PA-AAT" , "PS-AAT" , " PS-AAT-KDEL" ou "PPS-AAT" , 
^w^^j.o:s ^-=00 CIO, uii uixxxeu ieaccxonnex ae zu fi± 

en presence de 2 fil de tampon T4 DNA ligase x 10 
(Amersham) , de 2 //I de 50% polyethylene glycol 8000 et 
de 5 U d' enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14 
pendant 16 heures . Les bacteries, Escherichia coli 

DH5a rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees (Hanahan, 1983) . L'ADN plasmidique des 
clones obtenus, selectionnes sur 50 fig/ml ampicilline, 
a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline 
(Birnboim et Doly, 1979) et analyse par digestion 
enzymatique par des enzymes de restriction. Les 
plasmides resultants ont ete appeles pPAR-IAR-PA-AAT, 
pPAR-IAR-PS-AAT, pPAR- lAR-PS - AAT-KDEL et pPAR-IAR-PPS- 
AAT. 
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C.2. EXPRESSION DANS L' ALBUMEN PES SEMENCES DE 

MAIS 

C, 2 , 1 CONSTRUCTION DE pPqzeine - PA- AAT . 
pPqzeine-PS-AAT, pPQzeine-PS-AAT-KDEL et pPgzeine-PPS- 
AAT. 

L' expression dans 1 ' albumen des semences de mais 
a necessite, entre autre, les sequences regulatrices 
suivantes : 

le promoteur du gene gamma (g) zeine de mais 
(Pgzeine) contenu dans le plasmide p63 est decrit dans 
Reina et al . , 1990. Le plasmide p63 resulte du clonage 
de Pgzeine, en remplacement du promoteur 3 5S (P3 5S) , 
aux sites Hindlll et Xbal du plasmide pUClS 
renfermant, entre ses sites Hindlll et EcoRI , la 
cassette d' expression "P35S-gus-TNOS" de pBI221 
commercialise par Clontech. Il permet une expression 
dans 1 ' albumen des semences de mais. 

la sequence terminatrice de transcription, 
terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 
3 ' non codante du gene de la nopal ine synthase du 
plasmide Ti d' Agrohacterium tumefaciens souche a 
nopaline (Depicker et al • , 1982). 

Les plasmides pPgzeine-PA-AAT, pPgzeine-PS-AAT, 
pPgzeine-PS-AAT-KDEL et . pPgzeine-PPS-AAT ou les 
sequences codant "PA-AAT", "PS-AAT", " PS-AAT-KDEL" ou 
"PPS-AAT" ont ete placees sous controle du Pgzeine, 
ont ete obtenus par clonage aux sites. Sad et BamHI , 
traites par 1 » enzyme T4 DNA polymerase (New England 
Biolabs) , puis dephosphoryles par 1 ' enzyme phosphatase 
alcaline de veau (Boehringer Mannheim) du plasmide 
p63, des fragments EcoRI traite *a la Klenow (New 
England Biolabs) isole a partir de pBIOC74, pBIOC33, 
pBIOC35 et pBIOC34. La ligation a ete realisee comme 
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decrite dans I'exemple CI. Les bacteries, Escherichia, 
coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete 
transf ormees (Hanahan, 1983) . L'ADN plasmidique des 
clones obtenus, selectionnes sur 50 fig/ml ampicilline, 
a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. Les clones resultants ont ete appeles 
pPgzeine-PA-AAT, pPgzeine-PS-AAT, pPgzeine-PS-AAT-KDEL 
et pPgzeine-PPS-AAT . 

D. CONSTRUCTION DES PLASMIDES UTILISABLES EN 
TRANSFORMATION GENETIQUE DU MAIS PAR Agrabacteiriiim 
turns faciens . 

Les plasmides pSB-PA-AAT, pSB-PS-AAT, pSB-PS-AAT-KDEL, 
pSB-PPS-AAT, qui portent une replication de pBR322 et 
un gene de resistance a la spectinomycine , ont ete 
obtenus par insertion d'un plasmide binaire possedant 
des regions ori et cos, construit selon les methodes 
decrites dans les brevets WO 9400977 et WO 950 67 2 2 
entre les bordures droite et gauche du T-DNA des 
cassettes d' expression "promoteur actine de riz-intron 
actine de riz-gene bar- terminateur NOS" et 
respect ivement PA-AAT sous controle de PAR- JAR ou 
Pgzeine, PS-AAT sous controle de PAR-IAR ou Pgzeine, 
PS-AAT-KDEL sous controle de PAR-IAR ou Pgzeine et 
PPS-AAT sous controle de PAR-IAR ou Pgzeine. 
Les plasmides obtenus ont ete introduits dans 
Agrohacterium tumefaciens souche LBA4404 (pSBl) 
decrite par Ishida et al . (Nature Biotechnology, 1996, 
14 : 745-750) . Les bacteries resultantes contiennent 
les cointegrats de pSBl et respect ivement de pSB-PA- 
AAT, pSB-PS-AAT, pSB- PS-AAT-KDEL, pSB-PPS-AAT, 
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II, OBTENTION DE PLANTES DE MAIS TRANS GENI QUE S . 

A. Obtention et utilisation de cal de mais comme 
cible pour la transformation genetique. 

La transformation genetique du mais, quelle que soit 
la methode employee (electroporation; Agrroibacterium, 

microfibres, canon a particules) , requiert 

generalement 1 * utilisation de cellules indif f erenciees 
en divisions rapides ayant conserve une aptitude a la 
regeneration de plantes entieres. Ce type de cellules 
compose le cal friable embryogene (dit de type II) de 
mais . 

Ces cals sont obtenus a partir d*embryons immatures de 
genotype HI II ou (A18 8 x B73) selon la methode et sur 
les milieux decrits par Armstrong (1994) . Les cals 
ainsi obtenus sont multiplies et maintenus par 
repiquages successifs tous les quinze jours sur le 
milieu d ' initiation . 

Des plantules sont ensuite regenerees a partir de ces 
cals en modifiant I'equilibre hormonal et osmotique 
des cellules selon la methode decrite par Vain et al 
(1989) . Ces plantes sont ensuite acclimatees en serre 
ou elles peuvent etre croisees ou autof econdees . 

B. Utilisation du canon a particules pour la 
transformation genetique du mais. 

Le paragraphe precedent decrit 1* obtention et la 
regeneration des lignees cellulaires necessaires a la 
transformation ; on decrit ici une methode de 
transformation genetique conduisant a 1 ' integration 
stable des genes modifies dans le genome de la plante. 
Cette methode repose sur 1 * utilisation d'un canon a 
particules ; les cellules cibles sont des fragments de 
cals decrits dans le paragraphe 1. Ces fragments d*une 
surface de 10 a 20 mm^ ont ete disposes, 4 h avant 
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bombardement, a raison de 16 fragments par boite au 
centre d ' un boite de petri contenant un milieu de 
culture identique au milieu d ' initiation, additionne 
de 0,2 M de mannitol + o,2 M de sorbitol. Les 
plasmides portant les genes ^ introduire sont purifies 
sur colonne Qiagen, en suivant les instructions du 
fabricant. lis sont ensuite precipites sur des 
particules de tungsten (MIO) en suivant le protocole 
decrit par Klein (1987) . Les particules ainsi enrobees 
sont projetees vers les cellules cibles a 1 • aide du 
canon et selon le protocole decrit par J. Finer 
(1992) . 

Les boites de cals ainsi bombardees sont ensuite 
scellees a 1 ' aide de Scellof rais® , puis cultivees a 
I'obscurite a 21-C. Le premier repiquage a lieu 24 h 
apres, puis tous les quinze jours pendant 3 mois sur 
milieu identique au milieu d' initiation additionne 
d'un agent selectif. Les agents selectifs utilisables 
consistent generalement en composes actifs de certains 
herbicides (Basta®, Round up®,) ou certains 
antibiotiques (Hygromycine , Kanamycine . . . ) . 

On obtient apres 3 mois ou parfois plus tot, des 
cals dont la croissance n ' est pas inhibee par 1 • agent 
de selection, habituellement et maj oritairement 
composes de cellules resultant de la division d'une 
cellule ayant integre dans son patrimoine genetique 
une ou plusieurs copies, du gene de selection. La 
frequence d'obtention de tels cals est d ' environ 0,8 
cal par boite bombardee. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies 
puis cultives de fa^on a regenerer des plantules . Afin 
d'eviter toute interference avec des cellules non 
transformees toutes ces operations sont menees sur des 
milieux de culture contenant 1 ' agent selectif. 
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Les plantes ainsi regenerees sont acclimatees puis 
cultivees en serre ou elles peuvent etre croisees ou 
autof econdees . 

C. Utilisation d' Agrobacterium tiimefaciexis pour la 
transformation genetique du maxs . 

La technique utilisee est decrite par Ishida et 
ai. (Nature Biotechnology, 1996, 14 : 745-750). 



III. : ANALYSE DE L' EXPRESSION DE L " al -ANTITRYPSINS 
HUMAINE DANS LES GRAINES DE MAIS : 

Le protocole d' extraction de 1 ' al -antitrypsine 
pour la realisation des tests ELISA et des Western 
blot, a partir de graines de mais est le suivant : 100 
mg de graines sont broyees dans 1 ' azote liquide puis 
dans 1 ml de tampon Tris-HCl lOOmM pH 8 additionne 
d*EDTA ImM, de dithiotrei tol ImM et de NaCl 250 mM. Le 
broyat est conserve a 4°C pour maceration pendant 2 
heures, puis centrifuge a 4^C pendant 10 min a lOOOOg. 

Sur le surnageant de centrif ugation, un dosage 
des proteines solubles est realise par la methode de 
Bradford (1976) . 

Immunodetection par Western blot 

Les proteines extraites selon le protocole ci- 
dessus sont denaturees par chauffage a 95 °C pendant 5 
min en presence de tampon Tris-HCl 50 mM pH6,8, SDS 
4%, P-mercaptoethanol 1%, saccharose 20% et bleu de 
bromophenol 0,01%. Les proteines sont ensuite separees 
par electrophorese sur gel de polyacryl amide en 
conditions denaturantes selon la technique de Laemmli 
(1970) a raison de 3 0 fag de proteines solubles par 
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echantillon. Apres migration, les proteines sont 
transferees sur une membrane de nitrocellulose . Un 
anticorps polyclonal anti-ai-antitrypsine obtenu chez 

le lapin (Dako) est utilise comma sonde et la 
revelation est effectuee au moyen d'un anticorps anti- 
immunoglobulines de lapin marque a la phosphatase 
alcaline (Sigma) . 

Purification partielle de 1 ' al -ant itrvpsine a partir 
de praines de ma is : 

L'extrait proteique est passe sur colonne 
d^heparine BIORAD, colonne echangeuse d' anions Mono Q, 
et une colonne gel filtration Superdex 75. 
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REVENDI CATI ONS 

1 - Procede de production d ' ai-antitrypsine (ai- 
AT) , ou de variantes de celle-ci caracterise par : 

i) 1 ' introduction dans des cellules vegetales 
monocotyledones , d'un acide nucleique comportant une 
sequence codant pour 1 ' ai-antitrypsine (al-AT) ou pour 

une variante de celle-ci, les variantes se 
dif f erenciant de I'ai-AT humaine naturelle par une ou 

plusieurs substitution ( s) , deletion(s) ou insertion(s) 
d'acides amines, et eventuellement une sequence codant 
pour un agent selectif ; 

ii) selection des cellules ayant integre de maniere 
stable 1' acide nucleique ; 

iii) propagation des cellules transformees en culture, 
ou regeneration de plantes entieres chimeriques ou 
transgeniques ; 

iv) recuperation et eventuellement purification de 
1 • ai-antitrypsine ou de ses variantes, ainsi produites. 

2 - Procede selon la revendication 1 caracterise 
en ce que 1 • ai-antitr^npsine ou ses variantes presentent 

une activite d' inhibition de proteases a serine, de 
preference une activite de I'ai-AT humaine. 

3 - Procede selon la revendication 2 caracterise 
en ce que 1 ' acide nucleique introduit dans les 
cellules vegetales code ,pour la proteine illustree 
dans la figure 1, ou pour une proteine presentant au 
moins 90% d*homologie avec celle-ci, ou encore un 
fragment de 1 ' une de ces proteines ayant une longueur 
comprise entre 200 et 393 acides amines, 

4 - Procede selon la revendication 3 caracterise 
en ce que 1 » acide nucleique comporte en outre une 
sequence codant pour un peptide signal ou 
"prepeptide" , et eventuellement une sequence codant 
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pour un signal de retention endoplasmique ou pour un 
signal d'adressage vacuolaire. 

5 - Precede selon 1 • une quelconque des 
revendications 3 ou 4 caracterise en ce que I'acide 
nucleique comporte en outre des sequences regulatrices 
de transcription reconnues par une cellule vegetale 
monocotyledone . 

6 - Proteine presentant une activite d'inhibiteur 
de protease a serine, de preference une activite de 
1 'tti-antitrypsine humaine, caracterisee en ce qu'elle 
est susceptible d'etre produite par le precede selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 5. 

7 - Proteine selon la revendication 6 
caracterisee en ce qu'elle est N-glycosylee par au 
moins un glycanne de type mannosidique ou 
polymannosidique, et/ou par au moins un glycanne de 
type complexe comportant event uellement au sein de sa 
structure un ou plusieurs residus de xylose et 
eventuellement un ou plusieurs residus de fucose. 

8 - Proteine selon la revendication 7 comportant 
la sequence en acides amines illustree dans la figure 
1, ou une sequence presentant au moins 90% d'homologie 
avec cette sequence, ou encore un fragment de I'une de 
ces sequences ayant une longueur comprise entre 2 00 et 
3 93 acides amines. 

9 - Proteine selon la revendication 8 
caracterisee en ce que. le glycanne est lie N- 
glycosidiquement a Asn-46, Asn-83 ou Asn-247. 

10 - Proteine selon I'une quelconque des 
revendications precedentes caracterisee en ce qu'elle 
porte a la fois un ou plusieurs glycannes de type 
polymannosique et un ou plusieurs glycannes de type 
complexe . 

11 - Proteine selon I'une quelconque des 
revendications precedentes caracterisee en ce que le 
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glycanne polymannosique presente la structure GlcNAc2- 
Man5_9, par example GlcNAc2-Man9 . 

12 - Proteine selon I'une quelconque des 
revendications precedentes caracterisee en ce que le 
glycanne complexe presente la structure GlcNAC2 (Fuc) 
Man3 (Xyl) . 

13 - Proteine selon I'une des revendications 6 a 
12 caracterisee en ce que la sequence en acides amines 
comporte en outre un peptide signal N- terminal, 
permettant une secretion de la proteine et 
eventuellement un signal responsable de la retention 
de la proteine dans le reticulum endoplasmique , ou un 
signal reconnu par une cellule vegetale comme etant un 
signal d'adressage vacuolaire. 

14 - Proteine selon la revendicat ion 13 
caracterisee en ce que le peptide signal est le 
propeptide de la sporamine, de la lectine d*orge, de. 
I'extensine vegetale, de I'a-mating factor, des 
proteines de pathogenese . 

15 - Proteine selon la revendication 13 
caracterisee en ce que le peptide signal est celui de 
1 ' tti-antitrypsine native. 

16 - Proteine selon la revendication 13 
caracterisee en ce que le signal responsable de la 
retention de la proteine dans le reticulum 
endoplasmique est choisi parmi les peptides KDEL, 
SEKDEL et HDEL . 

17 - Proteine selon la revendication 13 
caracterisee en ce que le signal d'adressage 
vacuolaire est d'origine vegetale, tel que celui de la 
sporamine, ou celui de la lectine d'orge. 

18 - Proteine selon la revendication 6 
caracterisee en ce qu'elle est exempte de chaxnes N- 
glycosidiques . 

19 - Acide nucleique comportant : i) une sequence 
codant pour I'a^-AT ou pour une variante de celle-ci. 
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et ii) une sequence d*adressage choisie parmi une 
sequence codant pour un peptide signal "pre" d'origine 
vegetale et eventuellement une sequence codant pour un 
signal de retention ou pour un signal d'adressage 
vacuolaire, et iii) des sequences regulatrices de 
transcription reconnues par une cellule vegetale 
monocotyledone . 

2 0 - Acide nucleique selon la revendication 19 
caracterise en ce que les sequences regulatrices 
comprennent un ou plusieurs promoteur(s) d'origine 
vegetale ou virale. 

21 - Acide nucleique selon 1 ' une quelconque des 
revendications 19 et 20 caracterise en ce que la 
sequence codant pour l'a,-AT est un ADNc codant pour 
I'ai-AT mature. 

22 - Vecteur comprenant un acide nucleique selon 
1 ' une quelconque des revendications 19 a 21. 

23 - Cellules vegetales monocotyledones 
transf ormees de maniere stable par un acide nucleique 
selon 1 ' une quelconque des revendications 19 a 21, et 

une activite d'inhibiteur de protease a serine, de 
preference une activite d ' ai-antitrypsine . 

24 - Cellules vegetales monocotyledones selon la 
revendication 23 caracterisees en ce qu'il s'agit 
d'une culture de cellules vegetales, par exemple en 
milieu liquide ou immobilisees , ou une culture de 
racines . 

25 - Cellules vegetales selon la revendication 24 
caracterisees en ce qu'il s'agit de cellules faisant 
partie d'une plant e monocotyledone transf ormee. 

2 6 - Plante monocotyledone chimerique ou 
transgenique capable de produire une proteine ayant 
une activite d*inhibiteur de protease a serine, de 
preference une activite d ' ai-antitrypsine , caracterisee 
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en ce qu'elle comports des cellules selon la 
revendication 23. 

2 7 - Graines de plants transgenique selon la 
revendication 26. 

28 - Anticorps monoclonaux ou polyclonaux capable 
ds reconnaitre specif iquement la proteins selon les 
rsvendications 6 a 18. 

2 9 - Produit pharmaceutique comprenant une ou 
plusieurs proteine(s) selon I'une quelconque des 
rsvendications 6 a 18 en association avec un excipient 
acceptable du point de vus physiologique . 

3 0 - Proteine ayant uns activits d»ai-AT selon 

les rsvendications 6 a 18 pour 1 ' utilisation comme 
medicament . 

31 - Proteine selon la revendication 3 0 pour une 
utilisation en thsrapie de conditions liees a une 
deficience en a^-AT, notamment 1 » emphyseme pulmonaire, 

la mucoviscidose, le choc septique, ou comme anti- 
rhumatoide . 

32 - Utilisation d'une proteine selon 1 ' une 
quelconque des revendi cat ions 6 a 18 pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement de 
conditions liees a uns deficience en ai-AT. 

33 - Utilisation d * une proteine selon l^une 
quelconque des revendications 6 a 18 dans la 
preparation de prod'uits cosmetiques, ou ds reactifs 
chimiques . 

34 - Extrait de plante contenant 1 a 90% environ 
d'une proteine selon I'une quelconque des 
revendications 6 a 18, et notamment 1 ' al-antitrypsine . 

3 5 - Extrait de plarite selon la revendication 34 
pour 1 ' utilisation comme medicament. 

36- Extrait de plante selon la revendication 35 
pour une utilisation en therapie de conditions liees a 
une deficience en a^-AT, notamment 1 ' emphyseme 
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pulmonaire, la mucoviscidose , le choc septique ou 
comme ant i - rhumat oide . 

37- Composition pharmaceutique comprenant un 
extrait de plante selon la revendication 34 en 
association avec un excipient acceptable du point de 
vue physiologique, de preference pour 1 • administration 
par voie orale ou nasale, par exemple sous forme 
d * aerosol . 
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